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 ヒトB型肝炎ウイルス(HBV)は,原発性肝癌の原因ウイルスと目されておりながら、in
 vitro培養系が確.立されていないため,その増殖機構の全容が解明されていない。HBV関連抗原
 のうちHBe抗原(HBeAg)は、ウイルスの感染性,肝炎の重篤度の指標になっている。われわれは,
 本抗原のsubspeclficity(HBeAg/iとHBeAg/2)のうち,HBeAg/2がHBVの増殖をよく
 反映することを明らかにしてきた。しかし、両su塊pecificityの免疫化学的相互関係は不明で
 ある。この点に関し検討を行ない,11)HBeAg陽性の血清は常に両subspec量ficityを有するこ
 と,(21両subspecificityは,共通の抗原決定基(エピトープ)を有すること,(3}HBeAg/1
 のエピトープの数は高々2ケで、HBeAg/2のエピトープの数は3ケ以上であることを明らかに
 した。
 本研究はこれらの結果を踏まえ,HBeAg/1とHBeAg/2の抗原性の相違を免疫化学的に解
 明することを目的とした。
 材料と方法
 1.HBeAgの定量には逆受身赤血球凝集反応(RPHA)法を,またantl-HBeの定量には受
 身赤血球凝集反応法を用いた。
 2.HBeAg/ユとHBeAg/2の検出は,O.8%アガロースを用いたMlero-Ouchteriony(MO〉
 法にて行なった。
 3.解析に用いたHBeAgは,患者宙1清より得、その精製は,硫安塩析法とaffinityc賀roma-
 tograのyにて行なった。
 4.精製HBeAgを,SDS-PAGE,Westemblot法にて解析した。
結果
 1、HBeAg活性を有するポリペプチドは,分子量17.OOOKd(P17)と18,000Kd(P18)であ
 った。P17とP18は,HBeAg陽性血清中において,そのHBeAg活性の高低とは無関係に常に
 認められた。
 2.アガロースゲル中に形成されたHBeAg/1とHBeAg/2に相当する沈降線を別々に切り出し,
 そのペプチド組成を調べると,どちらもP17,P18により構成され,それらの量的な比率も同様
 であった。
 3.これらの結果は,HBeAgsabspecificityの抗原性の差が,P17,P18の会合様式に依存
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 していることを示唆する。すなわち,先に得られた結果も加味すると,HBeAg/2に特異的なエ
 ピトープがP17とP18の会合によって新たに出現すると考えられる。そこで,HBeAg/1と
 HBeAg/2のSDSおよび2-MEに対する感受性を調べた。HBeAg/2は,SDS,2-MEそれ
 ぞれの単独処理に対しては影響を受けないが,SDSと2-MEの同時処理に対しては,完全にそ
 の活性を失い,かわってHBeAg/1活性が出現した。この間の会合状態の変化をnon-denatu-
 redPAGEにて並行して調べてみると,HBeAg/2活性の消失と同時にP17とP18のポリマー
 からモノマーへの変化がみられた。
 4,モノマー状態のP17,P18がいずれの抗原性を示すかを調べた。精製HBeAgをSDS-PA
 GEにて泳動した後,ゲルより0、1%SDSを含むバッファー中に抽出し会合を防ぎながらMO法
 にて調べると,HBeAg/1活性のみを示した。
 5.モノマーP17,P18をSDSを含まないバッファーに透析すると,P17,P18の会合は生ず
 るがそのHBeAg活性が極端に低下し(RPHA値:212→25),MO法の検出限界以下となった。
 従って,HBeAe/2活性がこの会合に伴って出現し得たか否かは不明である。
考察
 今回の検討で,両subspecificityがP17,P18で構成され,全く同じポリペプチド組成を示
 すことが明かとなった。一方,P17,P18は,モノマーの状態では,HBeAg/1活性のみを与
 えた。HBeAg/2活性は,会合した状態のHBeAgポリペプチドが存在する時にのみ認められる
 ものの,モノマー化することにより消失することから,HBeAg/2に特異的なエピトープは,会
 合した状態の時にのみ形成される立体構造に依存するものと推測された。この様なエピトープの
 存在は,HBVsurfaceantigenにおいて,またmurineleukemiavirusのenvelopeprotein
 においても知られている。
 自然状態において,会合した状態のHBeAg分子は,SDS,2MEそれぞれ単独で処理しても
 モノマー化することはなく,SDS-2MEの両者で同時に処理した時にのみモノマー化し得る。
 このことから,P17とP18の会合には,疎水的結合とヂスルフィド(S-S)結合の両者が共役
 的に関与しているものと考えられる。
 HBeAgタンパク質は,HBVコア抗原タンパク質のC端側34個のアミノ酸残基の欠損したも
 のであるが,そのウイルス学的機能は不明である。最近,HBeAgはHBVDNAと特異的に結
 合し,コア抗原は非特異的に結合することを発見した。このことは,HBeAgがHBVの複製過
 程において,何らかの機能を担っている可能性を示している。これに関連して,HBeAgsub-
 specificityのウイルス学的機能が,今後の検討課題として残ると考えられる。
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 審査結果の要旨
 B型肝炎ウィルス(HBV)はヒトに急性,慢性肝炎を惹き起し,さらに肝硬変,肝癌の原因
 ウイルスと考えられている。本ウイルスの肝細胞内の増殖機構に関しては現在invitro培養が
 出来ないためにその全体像が不明である。HBe抗原(HBeAg)は発見されて以来HBVの感染
 性の指標と考えられており,HBVの増殖機構を知る上で本抗原のウイルス学的,免疫学的性状
 を研究することは大きな意味を持つ。本研究はこの点に焦点をあて,複雑な本抗原のsubspec-
 ificityの存在意義,ウイルス増殖過程における役割等まで広範囲に及んでいる。すなわち
 L両HBeAgsubspecificityは,HBeAg陽性血清中に常に認められること,
 2.HBeAg分子(分子量17,000と18,000の2つの分子)はモノマーの状態でHBeAg/1の
 ポリマーの状態ではHBeAg/2の抗原活性を与えること,等HBeAgのタンパク化学的性状
 を詳しく検討したことは意義深い。
 3.HBe抗原はHBVヌクレオカプシドタンパク質(抗原性はHBcAg,分子量21,500,p21.5)
 のC端側33個のアミノ酸が欠損したものであるが本研究は,HBeAg,HBcAgタンパク質の
 生物学的検討を行なっている。それぞれのDNA結合反応を調べ,HBeAgはHBVDNAと
 特異的に結合するがHBcAgは非特異的に結合することを発見できたことは意義深い。
 4.以上の研究はこれまでのHBeAg研究に対する不透明な部分を解明し,また今後の研究への
 指針となる重要なものであると考えられる。
 以上のことから本研究は学位授与に値するものと認める。
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